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Abstrakt 
Tato práce se zabývá elektrofyziologií srdečních buněk, jejich elektrostimulací a návrhem 
stimulačního zařízení pro prodloužení jejich života. V první části se zaměřuje na akční 
potenciál obecně ve svalových buňkách, následuje pak rozbor průběhu a vlastností akčního 
potenciálu v kardiomyocytech. V další části je uveden postup izolace a proces změn, které 
vedou ke smrti buněk a návrh metody, která by tento proces měla eliminovat. Součástí práce 
je také program pro vyhodnocení snímků získaných během elektrostimulačního procesu. 
 
 
 
 
Abstract 
This work deals with the electrophysiology of cardiac cells, their electro-stimulation and 
design of stimulation device to extend their life. The first part is focused on the action 
potential in general, in muscle cells, followed by an analysis of the process and characteristics 
of the action potential in cardiomyocytes. The next section provides a procedure for isolating 
and process of changes that lead to cell death and of a method that the process would be 
eliminated. Part of this work is a program for processing and evaluation of pictures obtained 
during electro-stimulation process. 
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1 Úvod 
 
Odebrat buňky z živočišné či rostlinné tkáně a udržet je naživu bylo dlouhou dobu zcela 
nemožné. První, kdo takovou věc dokázal, byl francouzský lékař a laureát Nobelovy ceny 
Alexis Carrel. Hlavním průlomem bylo optimální zajištění všech nezbytně nutných podmínek 
pro život, příp. pro rozmnožování. Tento objev znamenal obrovský průlom v rozvoji genetiky, 
mikrobiologii a farmacii.  
Dnes jsou buněčné kultury nepostradatelným materiálem v oblasti výzkumu a výroby. 
Udržet je však při životě a bez porušení funkce, či morfologické struktury je v některých 
případech stále velmi obtížné. Do této skupiny patří i kardiomyocyty. Jak bude uvedeno níže, 
oproti ostatním myocytům (např. z kosterního svalstva), dochází u kardiomyocytů 
k morfologickým i fyziologickým změnám, které vedou k rychlé ztrátě funkčních vlastností 
až k smrti buňky. Vzhledem k tomu, že buňky pocházející z orgánu, který je zvyklý pracovat 
24 hodin denně od prenatálního vývoje až po čas smrti, není divu, že po jejich izolaci, kdy 
jsou umístěny do kultivačního media bez jakékoli aktivity, dochází k těmto degradačním 
změnám. 
 Jak bylo napsáno na začátku, cílem je udržet buňky i mimo tkáň či orgán nadále živé i 
funkční a zajistit jim takové podmínky, jako by stále byly součástí organismu. Hlavně proto 
se zde elektrostimulace jeví jako vhodná varianta, která má simulovat převodní systém 
srdeční a dodávat podněty ke kontrakci. Tato myšlenka vychází i ze skutečnosti, že aplikace 
externích elektrických impulsů pro obnovení funkce srdečního svalu je dnes běžnou součástí 
zdravotnické praxe a to ve formě defibrilátorů. 
Z důvodu přiblížení dějů v průběhu srdečního cyklu se tato práce se zabývá především 
elektrofyziologií srdce a následně kardiomyocytů. Další částí je návrh elektrostimulační 
metody a její aplikace na izolované myocyty za účelem prodloužit dobu zachování původní 
fyziologie, morfologie a viability. Finální část tvoří zpracování získaných výsledků a jejich 
vyhodnocení. 
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2 Elektrofyziologie srdeční buňky 
2.1  Fyziologie srdce 
 
 Srdeční myokard, stejně jako ostatní svaly, je motorický orgán, který je schopen 
přeměnit energii chemickou na energii kinetickou. Takto přeměněná energie se na venek 
projeví jako kontrakce. Kontrakce srdečního svalu se velmi podobá kontrakci buněk 
svaloviny kosterní avšak s tím rozdílem, že kontrakce srdce trvá mnohem delší dobu a nastává 
bez jakéhokoli vědomého zásahu. Srdeční činnost paří mezi nepodmíněné reflexy, je řízena z 
CNS v prodloužené míše a mostu. Centra dostávají informace o krevním tlaku a tepové 
frekvenci z receptorů nacházejících se v krevním řečišti (baroreceptory, chemoreceptory, 
osmoreceptory), podle nich následně přizpůsobí práci myokardu. Dalšími faktory ovlivňující 
srdeční činnost jsou hormony (např. adenosin, adrenalin, noradrenalin, acetylcholin). [1] 
Komorový a síňový myokard jsou spojeny ve funkční syncytium – buňky od sebe 
nejsou izolovány, ale jsou vzájemně propojeny pomocí gap junction. Tento spoj, mající 
podobu permeabilního kanálku, umožňuje v určité oblasti membrány propust látek o 
molekulové hmotnosti do 1kDa (např.       ATP), tím jsou buňky spojeny do těsného 
metabolického a funkčního společenství. Z toho důvodu excitace vyvolá vždy úplnou 
kontrakci obou síní i komor, platí zde zákon „ vše nebo nic “.  
Srdeční cyklus se skládá ze dvou fází – systoly a diastoly. Diastola je relaxační fáze, 
při které je srdce plněno krví, systola následně představuje stah srdeční svaloviny, při němž 
dochází k vypuzení krve do plicního (odkysličená krev z pravé komory) a systémového oběhu 
(okysličená krev z levé komory), distribuční síť po periferii tvoří cévní systém. Srdce samotné 
je prokrvováno koronárními tepnami výhradně v diastole, v systole jsou tepny stlačeny 
stahujícím se myokardem. Extrakce kyslíku v koronárním řečišti patří k nejvyšším v celém 
těle. 
Myokard je tvořen z buněk jménem kardiomyocyty. Tyto buňky mají ve většině 
případů centrálně uložené jedno oválné jádro, ale až 25% kardiomyocytů může mít jádra dvě. 
Přítomnost velkého množství mitochondrií je nutná, vzhledem k pracovní náplni tkáně 
(počtem mitochondrií převyšuje kosterní svalstvo). Výplň tvoří paralelně uspořádané 
myofibrily. Myofibrila, stejně jako u příčně pruhované svalové tkáně, je tvořena z tlustých 
myozinových filament a z tenkých filament aktinových. Jejich délka se pohybuje v rozmezí 
         a tloušťka        . Podrobněji se kardiomyocyty budu zabývat 
v následující části[1]],[2],[3],[4] 
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Z hlediska funkce je možné buňky srdečního svalu rozdělit do 2 skupin: 
a) Buňky převodního systému 
Tyto buňky jsou typické generováním a rozváděním vzruchů po celém myokardu. 
Vzruch je přiváděn na pracovní myocyty v přesně daném pořadí, aby srdeční cyklus 
proběhl rytmicky a správně. Jak bylo uvedeno dříve, vzruchy i jejich vedení probíhá 
autonomně.  
Buňky převodního systému také kontrahují, ale o poznání slaběji než buňky 
myokardu pracovního. Je tomu tak z důvodu nižšího počtu kontraktilních vláken 
(myofibril). 
 
 Struktura převodního systému je následující (od fyziologického místa vzniku 
vzruchu): 
 
1. Sinoatriální uzel (SA uzel) 
Leží ve stěně pravé síně v blízkosti horní duté žíly a za fyziologických podmínek 
je primárním pacemakerem. Rytmus vznikající v tomto uzlu je označován jako 
sinusový (60-100 tepů/min). 
 
2. Internodální síňové spoje 
Jedná se o tzv. preferenční dráhy, které šíří depolarizaci z SA uzlu do 
atrioventrikulárního uzlu. Přenos po těchto drahách je rychlejší než přes pracovní 
myokard síní. 
 
3. Atrioventrikulární uzel (AV uzel) 
Leží také ve stěně pravé síně, ale v blízkosti trojcípé chlopně. AV uzel vede 
vzruch pomaleji, právě z toho důvodu vznikne žádoucí zpoždění mezi kontrakcí 
síní a následnou depolarizací komor. Takto vzniklé zpoždění poskytuje čas pro 
náplň komor krví ze síní. V případě poškození SA uzlu, přebírá AV uzel roli 
pacemakeru, je označován jako sekundární. Rytmus vzruchů vzniklých v AV uzlu 
se nazývá nodální a jeho frekvence je nižší, než v případě sinusového rytmu (50 
tepů/min).  
 
4. Hisův svazek 
Vzhledem k izolační vrstvě tvořené fibrózními buňkami srdečního skeletu mezi 
myokardem síní a myokardem komor, je Hisův svazek jediné místo kde dochází 
k převodu vzruchu ze síní na komory.  
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5. Tawarova raménka 
Hisův svazek se mezi komorami rozděluje na pravé a levé Tawarovo raménko, 
která vedou vzruch ke komorám. 
 
6. Purkyňova vlákna 
Jedná se o rozvětvení Tawarových ramének. Jsou to terminální vlákna, která 
vedou vzruch k pracovnímu myokardu komor. V něm se šíří vzruch směrem 
zevnitř k vnějším vrstvám a od hrotu až k bázi. [1] 
 
 
Obrázek 1: Převodní systém srdce [16] 
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b) Buňky pracovního myokardu 
Buňky pracovního myokardu jsou větší než buňky převodního systému, výjimkou 
jsou pouze buňky tvořící Purkyňova vlákna. Pracovní myokard se rozlišuje na síňový 
a komorový. Komorový myokard je oproti síňovému mohutnější, z důvodu působení 
vyšších tlaků v průběhu srdeční činnosti.  
Na Obrázek 2 je dobře patrné příčné pruhování myofibril. [1] 
 
Obrázek 2: Buňka pracovního myokardu 
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2.2  Popis dějů akčního napětí  
2.2.1   Základní pojmy 
Je-li buňka v klidu, nedochází ke kontrakci či k jiným změnám, mluvíme o klidovém 
membránovém napětí    , které se pohybuje v rozmezí       až      , v závislosti na 
typu buňky. Akční napětí vznikne v momentě, kdy membránové napětí dosáhne při 
depolarizaci určité prahové hodnoty    (prahové napětí). Průběh a doba trvání akčního 
napětí jsou specifické pro funkci, kterou daná buňka plní. Oba typy výše uvedených srdečních 
buněk patří mezi excitabilní, tzn., že jsou schopny generovat elektrické impulsy zvané akční 
napětí.  
 
Obrázek 3: Akční napětí A-nervové vlákno, B- buňka srdeční svaloviny komor, C-buňka hladké svaloviny[2] 
Vysvětlit elektrofyziologické děje je možné na zjednodušeném modelu, excitabilní 
buňka je zde tvořena pouze povrchovou membránou a vodnými roztoky intracelulárního a 
extracelulárního prostředí. Obě vodná prostředí jsou z hlediska vedení proudu elektrolyty 
obsahující kationty             a aniont    . Hodnotu membránového napětí získáme 
vypočítáním rozdílu mezi elektrickými potenciály intracelulárního a extracelulárního 
prostředí: 
          ,       (1.1) 
 
                    ,                                                   ,  
                                                     
 
Základem buněčné membrány, která tvoří hranici mezi extraculárním a intracelulárním 
protředím, je elektricky nevodivá tenká dvojvrstva tvořená z fosfolipidů. Makromolekuly 
proteinů zabudované v této fosfolipidové dvojvrstvě fungují jako kanály nebo jako přenašeči. 
Oba tyto mechanismy mají za úkol přenášet ionty přes nevodivou membránu oběma směry.[3] 
2.2.2    Klidové membránové napětí 
Jedním z hlavních transportních systémů je sodíko-draslíková pumpa (      pumpa), 
která má zásadní podíl na vytvoření buněčného membránového napětí.      pumpa 
odčerpává sodné ionty    z buňky výměnou za ionty draselné   z extracelulárního 
prostředí. Důsledkem tohoto mechanismu je rozdílná koncentrace draselných a sodných iontů 
16 
 
mezi oběma prostředími. Takto vzniklé koncentrační gradienty vedou ke vzniku zdrojů 
elektrického napětí a poskytují energii nutnou pro generování a šíření impulzů akčního napětí.  
     pumpa v důsledku své činnosti ovlivňuje i koncentraci dalších důležitých iontů 
jako je     a     a její funkce je zcela závislá na stálém přísunu energie ve formě ATP. 
Koncentrace iontů je dána následovně: 
 
            
        
      
   , 
             
          
       
        (1.2) 
 
  - index e značí extracelulární prostředí,   - index i intracelulární prostředí 
 
Ze zákonu difuze vyplývá, že ionty mají tendenci postupovat z míst o vyšší 
koncentraci do míst o koncentraci nižší. Přesunem náboje přes kanály a přenašeče v 
membráně, se však naruší elektrická rovnováha mezi extracelulárním a intracelulárním 
prostředím a dojde k vytvoření elektrického pole. Pro vytvoření elektrického pole postačí 
velmi malý přenos iontů (koncentrace se ani v jenom prostředí nezmění). Nyní vytvořený 
elektrický gradient v membráně působí proti směru koncentračnímu spádu. V momentě kdy je 
rozdíl potenciálů takový, že membránou protékající proud je nulový, dojde k ustálení a 
rozdílu potenciálů je hodnota, která se rovná klidovému membránovému napětí    . 
Vzhledem k tomu, že dojde k rozložení opačných nábojů podél fosfolipidové dvojvrstvy, 
odděluje tedy dvě vodivá prostředí, lze si ji představit jako desky nabitého kondenzátoru. 
Spojením dílčích procesů transportů přes membránu vytvoříme náhradní schéma skutečné 
membrány, v něm  je membrána popsána jako kapacita C. [1],[2],[11],[15] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 4: Elektrické náhradní schéma reálné membrány[2] 
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Ze schématu je patrné, že celkový membránový proud    získáme součtem 
kapacitního proudu    a iontového proudu    
 
          ,         (1.3) 
 
přičemž platí, že kapacitní proud je dán tímto vztahem 
 
      
   
  
          (1.4) 
 
                  ,                   ,                     ,       
 
Schopnost kanálů přenášet určité ionty   přes membránu charakterizujeme vodivostí 
   v sérii se zdroji rovnovážného napětí   , které je charakteristické pro určitý iont a je dáno 
Nernstovým vzorcem 
 
     
  
 
  
     
     
,       (1.5) 
 
                                                ,              
                                             
                                                       
 
Platí tedy, že proudy jednotlivých iontů jsou ovlivněny nejen membránovým napětím, ale i 
vodivostí    kanálů a rovnovážným napětím    pro příslušný iont. 
 
                      
                                   
                                      (1.6) 
 
Jak bylo uvedeno dříve, hodnota iontové proudu    je při klidovém membránovém napětí      
nulová. S touto podmínkou, po dosazení do vzorce (1.6) a nahrazením     za membránové 
napětí    , dostáváme rovnici pro klidové membránové napětí     
 
      
                         
              
      (1.7) 
 
Hodnota membránového napětí se blíží k hodnotě rovnovážného napětí pro iont, který 
má v dané chvíli nejvyšší vodivost. V případě klidového napětí se jedná o rovnovážně napětí 
draselného iontu   . Vzhledem k vlivu ostatních iontů, které mají hodnotu rovnovážného 
napětí vyšší, je klidové membránové napětí posunuté přibližně o      směrem k pozitivním 
hodnotám. 
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2.2.3 Akční napětí  
Jak bylo uvedeno dříve, hodnota membránového napětí má přibližně stejnou hodnotu 
jako rovnovážného napětí iontu, který má v daný moment nejvyšší vodivost. U klidového 
membránového napětí     je to rovnovážně napětí pro draselné ionty. V případě 
přechodného zvýšení vodivosti některého ze zdrojů s opačnou polaritou -        , jehož 
následkem by došlo k několikanásobnému převýšení vodivosti draselných kanálů   , dojde ke 
změně polarity membránového napětí a na membráně se objeví napěťový impulz.  
Většina excitabilních buněk je při vzniku akčního napětí závislá na vodivosti kanálů sodných 
iontů. Zvýšení vodivosti sodných iontů    nastává již při depolarizaci o        . Při 
překročení této hranice pokračuje depolarizace spontánně vlivem pozitivní zpětné vazby, 
vodivost    se při depolarizaci dále zvyšuje a membránové napětí se blíží k hodnotám 
rovnovážného napětí sodíku    . Tento jev je pouze přechodný a během několika milisekund 
samovolně poklesne. Příčinnou je samovolná inaktivace sodíkového proudu    . Pro 
proběhnutí depolarizace se vrací vše k normálu, vodivost draselných kanálů výrazně převýší 
vodivost kanálů draselných   >>    a dojde k ukončení impulzu akčního napětí. 
Přenesení akčního impulsu na buňku a změnu vodivosti kanálů s následkem průchodu 
iontových proudů přes membránu znázorňuje Obrázek 5. Je zde dobře patrná strmá aktivace 
proudu sodných iontů    i jeho rychlá inaktivace. Záporné membránové proudy zde mají 
tendenci depolarizovat membránu, kladné ji repolarizovat. Ionty přecházející 
z extracelulárního prostředí do buňky jsou pod osou, ionty nad osou značí tok z buňky. 
 
 
 
Obrázek 5: Hlavní složky membránových proudů [2] 
   -celkový membránový proud,    - kapacitní proud,    -sodíkový proud,    -vápníkový proud,   - 
draslíkový proud zpožděný,    -draslíkový proud, přechodný proud (transient outward), 
     - draslíkový proud, aktivuje se bez zpoždění 
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2.3 Průběh AP srdečních buněk 
Průběh akčního napětí ve svalové srdeční buňce je znázorněn na obrázku 3, označen 
písmenem B. Na první pohled je patrné, že průběh akčního napětí v srdečních buňkách je 
odlišný. Zejména doba trvání, která je u kardiomyocytu          , což je        krát 
více, než u kosterního svalstva. Rozdíly nalezneme i ve vzniku a průběhu akčního potenciálu 
mezi buňkami pracovního myokardu a buněk převodního systému.  
2.3.1 AP převodního systému 
V případě SA uzlu neexistuje konstantní hodnota klidového napětí. Po každé 
repolarizaci, jejíž maximální hodnota je asi       a je označována jako maximální 
diastolický potenciál, začíná opět pomalu narůstat depolarizace tzv. prepotenciál, dokud 
potenciál nedosáhne hodnoty prahového napětí (     ) a vyvolá tak další akční potenciál, 
následovaný kontrakcí srdeční svaloviny. Akční potenciál je zde na rozdíl od pracovního 
myokardu vyvolán influxem vápenatých iontů     . Při maximální hodnotě depolarizace 
dojde k otevření kanálů iontů    a k počátku repolarizace. Za fyziologických podmínek 
vyvolá jeden akční potenciál v SA uzlu právě jednu kontrakci srdce. [16] 
 
 
Obrázek 6: Průběh akčního potenciálu v SA uzlu[16] 
 
2.3.2 AP pracovního myokardu 
Pracovní myokard, na rozdíl od převodního systému, je řízen rychlými napěťovými 
kanály sodných iontů    , které jsou příčinnou strmého vzestupu akčního potenciálu. 
Poměrně dlouhé trvání akčního potenciálu je způsobeno aktivací proudu vápenatých iontů 
    , které proudí do buňky po samovolné inaktivaci proudu iontů sodných. Tento časový 
úsek se v AP nazývá plató a má velmi důležitou funkci. Části myokardu, které byly 
podrážděné jako první, jsou díky plató stále v refrakterní fázi a to až do doby, než dojde 
vzruch na poslední část myokardu. Buňky v refrakterní fázi nelze vybudit znovu ke kontrakci 
ani nadprahovým stimulem. Tento způsob “prodloužení” trvání akčního potenciálu zabraňuje 
kroužení vzruchů v srdci a tím tedy znemožňuje srdečnímu svalu tetanický stah. Průběh AP 
pracovního myokardu je na následujícím Obrázek 7. 
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Obrázek 7: Průběh akčního potenciálu v pracovním myokardu[16] 
Z obrázku je dobře patrný strmý vzestup depolarizace (značen číslem 0) způsobený 
rychlým vtokem sodných iontů     do buňky. V čísle 1 napětí dosáhne maximální hodnoty, 
dojde k inaktivaci proudu sodných iontů a tím k poklesu napětí. Následným proudem 
vápenatých iontů      do buňky vznikne úsek s číslem 2 – plató. Pokles zpět ke klidovému 
napětí – repolarizaci, má na svědomí odtok draselných iontů    do extracelulárního prostředí 
(číslo 3). Číslo 4 odpovídá hodnotě klidového membránového napětí    , v tomto stavu 
setrvá do doby, než přijde další nadprahový stimul. 
 
 Samotná kontrakce uvnitř svalové buňky je způsobena ionty     , které se stávají 
hlavními nositeli signálu, mluvíme o kalcitové elektrogenezi. V momentě kdy dorazí akční 
potenciál k srdeční buňce, napěťově řízené dyhydropyridinové receptory (DHPR) otevřou 
napěťově řízený kanál     , jehož jsou součástí, a dojde k proniknutí malého množství 
vápenatých iontů z extracelulárního do intracelulárního prostředí buňky. Následuje zvýšení 
koncentrace      v cytosolu (tzv. zažehnutí) a myokardální ryanodinové receptory (RYR) 
způsobí otevření sarkoplazmatického retikula, které slouží jako zásobárna vápenatých iontů. 
Z klidového stavu, kdy koncentrace [    ] dosahuje hodnoty přibližně             se 
koncentrace zvýší na více než        . Ve chvíli, kdy je koncentrace dostatečně vysoká 
nasytí se na troponinu C vazebné místo pro     , což zruší troponinem zprostředkovaný 
inhibiční vliv tropomyozinu na posuv filament. Posun filament a tedy i kontrakce jsou závislé 
na dodání energie ve formě ATP. 
 Po proběhnutí kontrakce dojde opět k postupné relaxaci svalu a snížení přítomnosti 
iontů      v cytosolu. Koncentrace vápenatým iontů je řízena aktivním transportem do 
zásobáren sarkoplazmatického retikula      za spotřeby     -ATPázy a také odčerpáním 
zpět do extracelulárního prostředí. Uplatňuje se zde i výměnný transport          , ten je 
poháněn elektrochemickým gradientem. Rychlým poklesem [    ] RYR uzavřou vápenaté 
kanály, koncentrace klesne pod           a posuv filament ustane. Zjednodušený nákres 
průběhu akčního napětí v kardiomyocytu je na obrázku 8. [1],[2],[14],[15],[16] 
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Obrázek 8: Průběh akčního napětí v kardiomyocytů [2] 
22 
 
3 Elektrody užívané ve zdravotnictví  
 
Základním předpokladem elektrod, využívaných v oblasti, v níž dochází ke styku 
s živým materiálem, především ve zdravotnictví a v biologii, je jejich naprostá nezávadnost a 
žádné agresivní projevy, které by mohli biologickému materiálu jakkoli uškodit. 
 
Obecně lze elektrody rozdělit do těchto skupin:  
Elektrody 1. druhu:  
- ponořeny do iontového roztoku svého druhu, dochází k přímé výměně iontů mezi 
roztokem a elektrodou.  
- mohou být kationtové (vodíková, stříbrná, měděná, zinková), aniontové (např. 
chlorová), amalgámové. 
Elektrody 2. druhu: 
-  tvořeny kovem, který je pokrytý vrstvou jeho málo rozpustné soli (resp. 
hydroxidu), ponořeny do elektrolytu, který má s málo rozpustnou solí 
(hydroxidem) společný aniont (            , apod.).  
- přímá výměna iontů mezi elektrodou a elektrolytem, používají se jako elektrody 
referenční. 
Elektrody 3. druhu: 
- z ušlechtilého kovu (např. platina, zlato, rtuť), jsou ponořeny do roztoku 
obsahujícího oxidovanou i redukovanou formu dané látky, jsou v něm 
nerozpustné.  
- výměna nábojů je zprostředkována prostřednictvím elektronu.  
- Polarizovatelné, využívají se jako pracovní elektrody (měření vodivostí 
impedanční spektroskopie, polarografii, voltametrii/amperometrii) 
 
Rozdělení elektrod ve zdravotnictví a biologii je podle umístění. Využívají se 
především o elektrody stimulační a snímací – povrchové, podpovrchové a mikroelektrody. 
 
a) Povrchové elektrody 
Jsou určené pro snímání signálu nebo stimulaci na povrchu těla. Povrchové elektrody, 
využívané například při EKG, EEG, EGG, jsou nejčastěji tvořeny elektrodou        , 
většinou mají tvar destičky z čistého stříbra, která pokryta vrstvou těžko rozpustné soli     . 
Tato vrstva umožňuje volný průchod iontů, zabraňuje rozpouštění elektrody a její polarizaci.  
Z materiálů se využívá zlato, mosaz, nerezová ocel, vodivé polymery. 
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b) Podpovrchové elektrody 
Podpovrchové elektrody jsou jehlové a implantabilní. Jehlové elektrody využíváme 
především pro EMG. Mohou být tvořeny z více druhů kovů, např. jehla s platinovým drátkem 
(průměr cca      ). Tělní tekutiny vytvářejí elektrolyt. 
Implantabilní elektrody jsou pak například pro gastrostimulaci, urostimulaci, 
kochleární stimulaci atd.  
 
c) Mikroelektrody 
Slouží k měření rozdílu potenciálů na buněčných membránách, to znamená, že jsou 
tyto elektrody umisťovány přímo do vnitřku buňky. Při umístění elektrody se nesmí porušit 
její funkčnost. Kovové mikroelektrody jsou tvořeny kovovým filmem napařeným na tenkém 
skleněném vlákně a opatřené povrchovou izolací. 
V případě mikropipet je styk získán pomocí elektrolytu, ve kterém je vnořena kovová 
elektroda. Elektrolyt v pipetě, který slouží ke spojení elektroda-buňka, by se měl co nejvíce 
podobat intracelulárnímu prostředí buňky. [12],[13],[15] 
 
Uvedené vlastnosti elektrod a jejich aplikace, udávají reakci organismu na jejich 
přítomnost. Pokud jsou elektrody aplikované za účelem stimulace buněk, musí splňovat 
takové vlastnosti, aby jejich přítomnost splňovala pouze funkci stimulačního prostředku a 
neovlivňovaly žádné další vlastnosti buněk nebo jejich okolí. 
Ke krátkodobé stimulaci buněk jsou nejvíce využívány elektrody stříbrné. Ty jsou 
však pro dlouhodobou stimulaci nevhodné, vzhledem ke svým vlastnostem, během 
generování impulsů dochází k jejich oxidaci. Pro dlouhodobou stimulaci nachází velké 
uplatnění elektrody platinové a grafitové, jsou šetrnější pro buňky i medium, ve kterém se 
nachází. 
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4 Elektrostimulační metoda 
 
Především na základě článku A primary culture system for sustained expression of a calcium 
sensor in preserved adult rat ventricular myocytes (Viero 2008) a publikace Continual electric field 
stimulation preserves contractile function of adult ventricular myocytes in primary culture (Berger 
1994) byly získány informace o izolaci, elektrostimulační metodě a odumírání kardiomyocytů.  
Elektrostimulační metody jsou dnes často využívaným prostředkem pro udržení či 
obnovení činnosti zejména srdečního svalu. Přístroje jako pacemakery mají elektrody pro 
stimulaci uloženy přímo v srdečním svalu a přenášejí tak impuls akčního napětí přímo na 
srdeční tkáň, který pak vyvolá potřebný stah celého aparátu. Působením vnějšího elektrického 
pole je známa především nepřímá defibrilace srdce, při které jsou elektrické impulsy 
přiváděny přiloženými elektrodami na hrudník a skrze něj pak vedeny k srdci.  
Vzhledem k vlivu správně umístěných elektrických impulsů, samozřejmě s vhodně 
zvolenými parametry (amplituda, frekvence, doba trvání), jsou jejich účinky dále podrobněji 
zkoumány i mimo celistvou tkáň a to na izolovaných kardiomyocytech. To sebou však nese i 
určité komplikace jako je jejich zvýšená úmrtnost nebo ztráta kontraktilních schopností a 
mnoho dalších, které budou uvedeny v následujících kapitolách.  
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4.1 Izolace kardiomyocytů 
Srdeční buňky byly získávány z Lékařské fakulty Masarykovy univerzity. Uvedený 
způsob izolace se týká buněk, byly k dispozici pro testování elektrostimulační metody. Izolaci 
je možné provést více způsoby, mnohé z nich jsou si podobné (viz. [6],[14]). 
Kardiomyocyty pro stimulaci byly získány izolací z dospělého potkana vážícího 
       . Pro izolaci buněk se použivá metoda enzymatické disociace. Srdce je po 
explantaci retrográdně prokrvováno peristaltickou pumpou skrz aortu Tyrode roztokem 
(           ) po dobu     minut a poté roztokem Ca-free Tyrode (4.5 minuty). Po 
uplynutí poloviny času pro proplachování Ca-free Tyrodem byl postupně do kanyly přiváděn 
další Ca-free Tyrode obsahující kolagenázu (typ S,         ), proteasu (typ 
XIV,           ), BSA (frakce V,       , používá se jako živný roztok pro buněčné 
kultury, v krvi se uplatňuje jako pufrační činidlo a stabilizuje tím pH krve) a EGTA (      , 
snižuje reaktivitu některým iontům např.     ). V dalším kroku bylo srdce promýváno 
Tyrodem s nízkou hladinou vápenatých iontů (                       ), albumin a 
proteasy byly vynechány a postupně vymyty (20 minut). Po dokončení promytí byly komory 
odděleny od zbytku srdeční tkáně. 
 Oddělená část srdeční komory byla rozmělněna v roztoku Tyrodu (         
       ). Po filtraci byla suspenze izolovaných buněk vystavena postupně se zvyšující 
koncentraci      v roztoku a to až na konečnou hodnotu          během 20 minut. 
Celý proces izolace je veden při teplotě     . Až po proběhnutí posledního kroku, kdy jsou 
umístěny do roztoku Tyrodu jsou postupně ochlazeny na     . Tato teplota by se pro 
minimalizaci poškození kardiomyocytů měla zachovat i během přepravy a další 
manipulace.[10] 
 
Tyrodův roztok je roztok téměř izotonický s  intersticiální tekutinou, používá se 
zejména při fyziologických pokusech a při experimentech s  tkáňovými kulturami. Obvykle 
obsahuje (mM):        ,     ,        ,         ,       ,            a jeho pH je 
   . Jak je patrné z izolačního procesu, složení a tím i vlastnosti Tyrode roztoku se dají 
v případě požadavků upravit změnou koncentrace látek. Další variantou pak může být i 
přidání fosfátů, síranů, nebo draselné soli. [4], [5]. Dalším často užívaným mediem vhodným 
pro uchovávání buněčných kultur je například Krebs – Hensleit roztok, který je často zmíněn 
v literatuře jako ekvivalent pro Tyrode.[8],[9] 
 Získaná suspenze obsahuje nejen živé a nepoškozené kardiomyocyty (tyčinkovitý tvar 
má zachováno přibližně     izolovaných buněk), které jediné jdou použít pro pokusy, ale i 
ty, které byly během izolace poškozeny, nebo kardiomyocyty mrtvé. 
  
26 
 
4.2 Odumírání kardiomyocytů 
Po izolaci jsou buňky uchovány v Tyrod-roztoku. Jak již bylo zmíněno, během izolace 
a případné přepravy dochází k postupnému zhoršování jejich fyziologického stavu a umírání. 
Jak je uvedeno výše, už při izolaci dosahuje úmrtnost téměř    . I z tohoto důvodu je nutné 
stimulovat buňky co nejdříve po jejich oddělení z tkáně.  
Na zdravém kardiomyocytu jsou dobře viditelné paralelně uspořádané myofibrily 
(Obrázek 9), v nich případně tmavší myozinová a světlejší aktinová vlákna. Právě zachování 
této příčně pruhované struktury je důležitým faktorem živého kardiomyocytu. Neporušení T-
tubulů a kontraktilních filament jsou základním předpokladem pro zachování schopnosti 
kontrakce. Pokud jsou buňky ponechány volně v roztoku, jejich úbytek je v průběhu    hodin 
okolo      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 9: Zdravý kardiomyocyt[17] 
 
Smrt buněk je doprovázena řadou patologických změn. Mezi hlavní změny, na které je třeba 
zaměřit pozornost, patří morfologie, délka sarkomery, hustota T-tubulů a kontraktilita, tím je 
eliminována schopnost reakce na elektrický impuls. Všechny tyto nežádoucí změny probíhají 
od izolace, ale jejich projev je zaznamenáván v různých časech. První morfologickou změnou 
je zkrácení myocytu, které je následováno zakulacením buňky tzv. fried egg (Obrázek 10). 
[4],[5] 
 
 
 
 
  
Obrázek 10: Mrtvé kardiomyocyty[4] 
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Pokud se myocyt z počátku částečně zkrátí, nemusí být ještě v daný moment mrtvý. Proto 
některé buňky i po zkrácení váží fluorescein (barvivo, kterým se určuje životnost myocytu) a 
svítí. Avšak i částečné zkrácení vytváří tlak na vnitřní strukturu buňky a tím ji poškozuje. 
V momentě, kdy rozsah poškození překročí stupeň udržitelnosti buňky při životě, dojde 
k aktivaci proteolytických enzymů a postupné smrti buňky.[6] Právě tyto enzymy jsou další 
příčinou zvyšující úmrtnost ostatních buněk, které jsou s nimi v jednom mediu, vzhledem 
k jejich rozkladovým účinkům.  
Další ohrožení pro izolované buňky může být formou nevhodného zacházení, 
nedodržením čistoty prostředí nebo napadení patogenní částicí. 
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4.3 Návrh elektrostimulační metody 
Jak bylo uvedeno v předchozí části, degradace pohybového aparátu je jedna z prvních 
změn, ke které dochází. Největší podíl na těchto změnách je v tomto případě připisován 
nečinnosti. Je pochopitelný úsudek, vzhledem k tomu, že se jedná o buňky z tkáně, která je 
zvyklá neustále pracovat v rytmu        stahů/min od 9. týdne prenatálního vývoje, po 
celý život až do smrti. Z tohoto důvodu se jeví elektrostimulace jako správná cesta 
pro prodloužení jejich života. 
 
Obrázek 11: Návrh blokového schématu zapojení stimulačního zařízení 
4.3.1 Stimulační zařízení 
Elektrostimulační zařízení využívané pro testování bylo nejprve nutné navrhnout a 
specifikovat požadavky, které bylo potřeba splnit.  
Stimulační metoda má za prvotní úkol nahradit převodní systém srdeční a vyslat 
k buňkám takový elektrický impuls, který vyvolá akční napětí. Prvním z parametrů impulsu je 
jeho amplituda, ta se ve většině případů stává součástí výpočtu intenzity elektrického pole E 
(V/cm) a tou je reprezentována. Vztah pro výpočet intenzity: [5] 
 
       
 
     
                                                               (1.8) 
 
I – proud (A)      h – výška roztoku v nádobě (cm),  
σ – měrná vodivost roztoku (        )  d – délka elektrod (cm) 
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Uvedený vztah platí pro místo v nádobě, které je stejně vzdálené od obou stimulačních 
elektrod. V našem případě platí pro místo ve středu laboratorní misky, kde jsou buňky 
umístěny. 
Pokud bude stimul podprahový, nedojde k aktivaci sodných kanálů     a 
následnému vytvoření akčního napětí, které u buňky vyvolá kontrakci. Naopak nadprahový 
impuls s příliš velkou intenzitou by mohl buňku nevratně poškodit. V případě kardiomyocytů 
se jedná například o monofazický impuls s délkou trvání      a intenzitou               
Po aplikaci takového pulsu dojde k úmrtnosti více než 50% buněk a ostatní mají poškozenou 
vnitřní strukturu či rozrušenou buněčnou membránu, většina z nich není schopna reagovat na 
další elektrický impuls. [8] 
Dalším parametrem je frekvence, kterou jsou impulsy vysílány. Pokud by byla zvolena 
příliš vysoká frekvence, buňky by nereagovali na všechny impulsy, vzhledem k refrakterní 
fázi. Opakem, kdy může dojít k poškození, právě kvůli vyvolání akčního potenciálu, je 
vulnerabilní fáze (impuls v této fázi dokáže snadno vyvolat fibrilaci). 
Třetím parametrem je doba trvání impulsu. Při stimulaci elektrickými impulsy není 
lhostejné, zda jsou stimulační impulsy dlouhého nebo krátkého trvání. S delším trváním 
impulsu klesá intenzita potřebného proudu a naopak (Hoorweg-Weissova křivka). 
 
Parametry, především na základě literatury, byly nastaveny takto: 
 Proudový impuls      
 Frekvence – byly stanoveny 4 frekvence pro získání více informací a 
stanovení nejvhodnějšího kmitočtu:               a     
 Délka trvání –    , pro všechny frekvence 
Impuls splňující všechny tyto parametry má výsledný obdélníkový tvar a jeho průběh 
je znázorněn na následujícím obrázku, pro frekvenci    . (Obrázek 12) 
 
 
Obrázek 12: Tvar a průběh stimulačního impulsu (5 Hz) 
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Součástí stimulačního zařízení jsou elektrody, které jsou ponořeny v roztoku a vysílají 
dráždivý impuls. V kapitole o elektrodách, které lze využít pro dlouhodobou stimulaci při 
kontaktu s biologickým materiálem, byly uvedeny jako vhodné grafitové elektrody. Ty, na 
rozdíl od stříbrných, neoxidují a neuvolňují tak toxické látky pro stimulované buňky, které 
jejich proces umírání ještě více urychlí (toto tvrzení bylo ověřeno pokusem). Vhodné jsou i 
elektrody z ušlechtilých kovů, například z platiny. V tomto případě byly pro stimulaci 
vybrány grafitové elektrody o průměru    , délky     . Jejich odpor je    (   ), ten 
bylo nutné změřit pro další postup v návrhu stimulátoru. 
Jak bylo zmíněno výše, buňky jsou po izolaci uchovány v roztoku Tyrode, v něm 
probíhá jejich stimulace. Odpor roztoku v přítomnosti buněk byl změřen na      (    ), 
společně s elektrodami je celkový odpor pro protékající proud spočítán na     . S touto 
hodnotou se pracovalo při návrhu stimulátoru.[4] 
Stimulátor vhodný pro tento proces a splňující dané parametry bylo nutné nejprve 
navrhnout a pak sestavit. Návrh schématu vypracoval pan doc. Chmelař (Obrázek 13).  
 
 
 
Obrázek 13: Schéma stimulátoru, doc. Chmelař 
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Oranžově orámovaná část představuje připojení ke zdroji napětí. Pro správnou funkci všech 
součástek obvodu udržením konstantního napětí jsou zde dva stabilizátory, s nimi pak 
v kombinaci paralelně zapojené kondenzátory – elektrolytický (    ) a foliový (     ). 
Takto zapojené kondenzátory jsou ověřenou kombinací a slouží pro snížení vnitřního odporu 
stabilizátoru, dále pak pro stabilitu obvodu. Vyznačená část byla při realizaci sestavena pouze 
jednou. Zbytek obvodu byl pak vyhotoven ještě čtyřikrát, pouze s drobnými úpravami pro 
získání rozdílných frekvencí impulsů. Obvody byly sestaveny na nepájivém poli. 
Na výše uvedeném obrázku je uvedeno schéma generátoru pulsů s amplitudou     , 
šířce     a frekvenci      . Opakovací frekvence je dána hodnotou modře orámovaného 
rezistoru R1.  
V takto sestaveném obvodu, kdy považujeme tranzistory za ideální spínače (sepnuto = 
zkrat, rozepnuto = rozpojení obvodu), je vztah pro trvání impulsy a mezery jednoduše 
upraven do následujícího tvaru: 
Doba trvání impulsu:                   (1.9) 
Doba trvání mezery:                        (2.0) 
 
                                            
                                                           
 
Doba trvání impulsu je vlastně časová konstanta, za kterou se vybije kondenzátor C2, délka 
mezery je potom časová konstanta nabíjecí. Rychlost nabíjení a vybíjení kondenzátoru C2 
určuje opakovací kmitočet obdélníkových impulsů na výstupu generátoru. Důležitou součástí 
obvodu je časovač, jeho součástí jsou dva komparátory (vysoké a nízké úrovně), klopný 
obvod a vybíjecí tranzistor. Na vstupu komparátorů (pin 2 a 6) se vytvoří “voltmetr“, který 
hlídá napětí na kondenzátoru C2. Pokud je kondenzátor C2 vybit, tzn. na komparátoru nízké 
úrovně (pin 2) je napětí menší než       - napětí zdroje, je vybíjecí tranzistor rozpojen. 
Kondenzátor C2 se tedy postupně nabijí přes odpor R1 a R2. Když napětí na kondenzátoru C2 
vzroste na hodnotu       , vybíjecí tranzistor sepne. Napětí na výstupu poklesne skokově 
k nule a kondenzátor C1 se začne vybíjet. V momentě poklesu napětí na       , vybíjecí 
tranzistor se rozepne, napětí na výstupu skokově vzroste na hodnotu   a kondenzátor se 
začne znovu nabíjet.  
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Po vyčíslení rovnice pro trvání doby mezery (2.0) získáme potřebné hodnoty odporu 
R1 pro ostatní opakovací frekvence. 
Získané hodnoty odporů pro všechny frekvence: 
 
                        
                      
                    
                   
 
Uvedené hodnoty jsou již výsledné odpory, které lze nalézt v katalogových listech. Tím došlo 
k zaokrouhlení některých hodnot a tím i ke změně požadovaných parametrů. Ke korekci takto 
vzniklé chyby je možné odpory případně sestavit z dílčích odporů a jejich sečtením docílit 
přesnějších hodnot nebo můžou být v obvodu místěny odporové trimery, jako ve výše 
uvedeném schématu, jejichž nastavením lze zpětně docílit přesně požadovaných hodnot.[18] 
Po sestavení všech čtyř obvodů, bylo zkontrolováno zapojení a následně jejich výstup 
pomocí osciloskopu. Tvar, doba trvání a amplituda impulsu jsou uvedeny na následujícím 
obrázku, pořízeného z osciloskopu. Napěťový impuls o velikosti      na výstupu generátoru, 
z Ohmova zákona pak vyplývá, že velikost proudu je     , odpor roztoku společně  
s elektrodami je       
 
.  
 
Obrázek 14: Výstup generátoru - elektrický impuls 
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4.3.2 Stimulační proces 
Aplikace dráždivých impulsů probíhala ve většině případů dlouhodobě, většinou okolo 
18 - 24 hodin, ve výjimečných případech až 48 hodin. Před vložením elektrod do roztoku a 
počátkem stimulace bylo nutné buňky na proces připravit. 
 
 Hodnocení viability buněk probíhá nejen na základě jejich tvaru, který je pro živé 
buňky typicky tyčinkovitý, ale také na základě fluorescence. Fluorescenčním barvivem 
vhodným pro testování životaschopnosti buněk je Calcein. Maximum excitačního spektra je 
     , emisní maximum je      . Calcein se šíří na základě koncentračního spádu skrz 
buněčnou membránu do intracelulární tekutiny, pouze dostatek aktivních esteráz 
vyskytujících se v živé buňce ho dokáže přeměnit na fluorescenční formu. Z tohoto důvodu 
mrtvé buňky nebudou po ozáření excitačním světlem o vlnové délce pro dané barvivo 
(Calcein       ) svítit. Existují i barviva, která se používají pro barvení mrtvých buněk. 
Vzhledem k možnosti osvítit vzorek dvěma vlnovými délkami, bylo by rozlišení živých a 
mrtvých buněk při použití dvou barviv jednodušší. Barvivem užívaným pro značení mrtvých 
buněk je například ethidium homodimer-1. Ten byl při jednom z pokusů vyzkoušen, avšak 
pro svoji toxicitu při dlouhodobém kontaktu s živou kulturou nebyl znovu využit. 
 Další důležitou látkou přidanou do kultivačního media jsou antibiotika. Pro eliminaci 
kontaminace bakteriemi a tím vzniku zbytečného ohrožení života buněk, je do kultivačního 
media přidán ještě Streptomycin, ten patří společně s penicilinem mezi často užívaná 
antibiotika pro buněčné kultury. Streptomycin má však na rozdíl od penicilinu delší dobu 
rozkladu a pro dlouhodobé měření je tak vhodnější. Přidáním antibiotik však nelze 
vyloučit napadení viry, mykoplasmaty nebo plísněmi. [19],[20] 
Po obarvení buněk a přidání antibiotik jsou do roztoku vloženy grafitové elektrody. Ty 
jsou před jejich umístěním a počátkem stimulace vydezinfikovány v     etanolové lázni. 
Umístění elektrod v laboratorní misce je důležité pro vytvoření homogenního elektrického 
pole. Nejvhodnější umístění elektrod je podél delší stěny nádoby. Vzhledem k rozměrům 
laboratorní misky, kde stimulace probíhala                               , byla 
podélná instalace elektrod nemožná. Bylo vymyšleno jiné řešení a to umístit elektrody svisle 
ke stěně nádoby (Obrázek 15, pohled shora). Vzhledem k malým rozměrům misky, bylo i toto 
řešení z hlediska vytvoření aproximačně homogenního elektrického pole dostačující. Na 
obrázku je znázorněno umístění elektrod ve stimulační misce a osy, podle kterých lze určit 
změnu elektrického potenciálu. 
 
34 
 
 
 
Obrázek 15:  Umístění elektrod ve stimulační misce 
 Z hlediska hodnocení stimulace je osa x nejvhodnější místo pro pozorování průběhu 
experimentu, protože zde nedochází k ovlivnění intracelulárních iontů, které by jinak mohly 
být některou z elektrod více přitahovány a tím tak vytvářet nerovnoměrné napětí na buněčné 
membráně (vzdálenosti obou elektrod se zde rovnají).  
Právě intenzita elektrického pole je zásadní pro vyvolání akčního napětí. Jak bylo 
uvedeno výše, intenzita musí být dostatečně velká, aby dokázala vyvolat akční potenciál. 
Pokud dosadíme hodnotu procházejícího proudového impulsu a délku elektrod do rovnice 
číslo 1.8, dostaneme v místě vzdáleném od obou elektrod stejně, (jedná o střed misky) 
hodnotu intenzity elektrického pole:  
  
           
 
     
 
       
             
        
 
Z předchozích pokusů uvedených v literatuře, je prahová hodnota intenzity    (T – threshold 
- práh) v případě kardiomyocytů dospělých potkanů stanovena a experimentálně ověřena na 
         (          ). [9] 
Změny intenzity elektrického pole jsou pro další místa popisovány pomocí funkce 
elektrického potenciálu  v závislosti na vzdálenosti od elektrod: 
 
           
 
   
   
         
         
     (2.1) 
 
                        (V)            (A)  
σ – měrná vodivost roztoku (        )  h – výška roztoku (cm) 
                                                          
 
Pokud jsou hodnoty elektrického potenciálu po výpočtu, zaneseny do grafu v závislosti na 
vzdálenosti od elektrod, pak takto zkonstruovaná křivka značí změnu intenzity elektrického 
pole, která je ve  stimulačním roztoku                  .  
 
Roztok s elektrodami byl po celou dobu stimulace umístěn pod konfokální mikroskop, 
který v pravidelných intervalech snímal průběh stimulace. [9]. 
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4.4 Snímání stimulačního procesu 
Jak bylo zmíněno v předchozí kapitole, celý proces je snímán konfokálním 
mikroskopem Leica. Jeho výhodou, kromě vysokého rozlišení snímků a získání sestavy jak 
fluorescenčních obrazů, tak obrazů ve světlém poli, je možnost snímat více oblastí téměř 
současně.  
Po umístění misky pod objektiv mikroskopu je nalezena oblast zájmu, pokud chceme 
snímat pouze jednu oblast, je možné nastavit časový interval, za který bude scéna snímána. 
Pokud je potřebné snímat více oblastí zájmu, je zde možnost dané oblasti najít, označit a 
snímat postupně. V ovládacím softwaru mikroskopu jsou označeny všechny pozice a jejich 
souřadnice uloženy. Takto lze do paměti zanést souřadnice všech oblastí, které jsou v zájmu 
pozorování. Jediným omezením v tomto postupu pro získání snímků je neměnná z-souřadnice 
tedy zaostření v dané oblasti. Pokud by byla provedena změna v zaostření mezi značenými 
pozicemi, mikroskop bude i nadále respektovat nastavenou rovinu zaostření z první označené 
pozice a se stejnou z-souřadnicí snímat i pozice ostatní. Menší změny v zaostření lze 
korigovat funkcí autofocus. Jedná se o funkci mikroskopu, která na základě 5 snímků stejné 
scény, ale jiné roviny zaostření, poskládá dohromady ostrý snímek.  
Po určení snímaných oblastí se nabízí dvě možnosti dalšího postupu, které závisí na 
potřebě uživatele. 
První možností je označení oblastí zájmu (žlutě orámované oblasti na Obrázek 16), 
které jsou snímány jako části modře označených obdélníků, software mikroskopu si sám určí 
počet obdélníků a dopočítá jejich velikost. Výstupem je pak jeden celkový snímek (černě 
orámovaný), který vznikne sloučením modře orámovaných oblastí. Tento způsob snímání je 
výhodný v případě širší oblasti zájmu, nebo při potřebě detailnějšího vývoje scény jako celku. 
Při snímání vzorků ve větších laboratorních miskách poskytne snímek informace z větší 
oblasti.  
 
 
Obrázek 16: Snímek celkové oblasti 
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Druhá možnost, která byla ve většině případů během měření využívána, je po označení 
pozice snímat oblasti jako samostatné obrazy. Tento způsob lze využít při snímání jakékoli 
scény, největší výhodou je pak snímání misky, která má více částí – komůrek. V každé 
oddělené části je možné zajistit odlišné podmínky – odlišné medium, hladinu roztoku, buňky, 
v našem případě frekvenci stimulů, než v ostatních a přesto sledovat vývoj všech v téměř 
stejném čase. Rozdíl získání snímku na první a třetí pozici je   minuta (    vteřin), což je při 
pozorování trvajícím okolo 18 hodin poměrně zanedbatelný čas. Pokud zachováme označení 
z předchozího obrázku, výstup je znázorněn na Obrázek 17. 
 
   
 
Obrázek 17: Snímky oddělených částí 
Časové rozdíly mezi získanými snímky mohou být samozřejmě odlišné, vše záleží na 
nastavení a požadavcích na získaný obraz. Během hledání zájmových oblastí je dostačující 
rozlišení zobrazované scény           pixelů a opakovací frekvence      . Vytvoření 
snímku v tomto režimu netrvá více než pár sekund. Je zřejmé, že pro kvalitní obraz by toto 
rozlišení nebylo dostatečné. Po nalezení a uložení pozic, které chceme zobrazit, nastavíme 
rozlišení na             pixelů, skenovací frekvenci     Hz a, pro potlačení šumu, 
průměrování   snímků. Hodnoty rozlišení, stejně jako průměrování lze ještě zvýšit, ale 
v tomto případě byly tyto parametry dostačující.  
Pro fluorescenční zobrazení je nutné nastavit vlnové délky excitačního světla a 
předpokládanou vlnovou délku světla emisního. Vlnová délka excitačního i emisního spektra 
je uvedena v katalogu výrobce barviv, například Invitrogen, od kterého byl Calcein používán, 
avšak po aktivaci barviva je možný vznik lehkého posunu oproti katalogovým hodnotám. Jak 
bylo uvedeno výše v textu, maximum emisního spektra bylo detekováno na vlnové délce 
      , katalogová hodnota je uváděna       . V případě potřeby a užití více barviv, je 
možné použít více zdrojů excitačního světla. Důležité je dát si pozor na překryv emisních 
spekter z důvodu správné detekce každého jednotlivého barviva. 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 18: Excitační a emisní spektrum Calceinu [21] 
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4.4.1 Obrazové zpracování snímků 
Snímky z konfokálního mikroskopu, které jsou snímány po celou dobu stimulačního 
procesu, je možné získat ve formátu jpg, nebo tif. Vzhledem k větší flexibilitě a podpoře 
ztrátové i  bezztrátové kompresi dat je upřednostňován formát tif. Zpracování obrazu je 
potřebné pro analýzu získaných výsledků, hlavně z důvodu poměrně velkého množství 
snímků, které je vyprodukováno. Pokud měření probíhalo 20 hodin a časový interval mezi 
snímky byl 20 minut, vzniklo více jak 60 snímků, v případě, že byly snímány i fluorescenční 
snímky, nebo bylo označeno více pozic, se toto číslo několikrát znásobí. Proto je nutné 
zpracovat data automaticky a získat z nich údaje o změnách týkajících se zejména poklesu 
živých buněk a poklesu fluorescence v závislosti na čase. Snímky získané z konfokálního 
mikroskopu jsou automaticky řazeny podle času pořízení od prvního k poslednímu, tedy od 
nejdříve k nejpozději pořízenému. S tímto předpokladem byl také vyvíjen program pro 
zpracování obrazu vytvořený v prostředí programu MATLAB. Ten má za úkol určit počet 
živých a mrtvých buněk na získaném snímku a pokles fluorescence v průběhu měření. Dál 
může sloužit i jako prohlížeč snímků, ať už získaných snímáním nebo po jejich sloučení. 
 
V případě našeho měření je výstupem procesu snímání scény dvojice obrazů – 
fluorescenční a ve světlém poli pro každou označenou pozici (Obrázek 19). Zpracování těchto 
snímků bylo provedeno v několika krocích. 
  
Obrázek 19: Výsledné snímky 
 
Prvním krokem je načtení dat, tedy všech dvojic získaných snímků, které jsou 
postupně roztříděny na základě jejich vlastností do tzv.“ buněčných struktur“ (cell structure) – 
fluorescence, světlé pole a třetí skupinu tvoří snímky vzniklé sloučením fluorescenčního 
obrazu a obrazu ve světlém poli, výsledek je uveden na následujícím obrázku. Na takto 
vzniklém obrazu jsou dobře viditelné živé buňky obarvené Calceinem a na rozdíl od pouze 
fluorescenčního obrazu lepší pro představu jak byly uspořádány v prostoru. 
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Obrázek 20: Sloučení obrazů 
Po vytvoření uvedených databázích snímků, které jsou vhodnější pro následnou manipulaci 
s daty, byla provedena filtrace mediánovým filtrem. Filtr byl aplikován na fluorescenční 
snímek, který je vzhledem k vysokému kontrastu nejvíce vhodný pro hranovou detekci. Ještě 
před tím, než proběhla filtrace, však byla nutná úprava fluorescenčního snímku. Fluorescenční 
snímek je získán ve formátu                , proto bylo nutné z jeho složení v barevném 
prostoru RGB (třetí rozměr) ponechat pouze rozměr G – tedy zelenou barvu, jinak by filtrace 
pomocí příkazu medfilt2 nebyla možná. Mediánový filtr o rozměru [     ] byl na snímek 
aplikován z důvodu nežádoucí slabé fluorescence v pozadí, která byla způsobena svítícími 
buňkami ve spodních vrstvách vzorku. 
 Po filtraci byla zahájena hranová detekce pomocí Sobelovy masky v obou směrech. 
Vzhled masky pro směr x a y je uveden na obrázku 20. Detekce je založena na hledání maxim 
první derivace. 2-D konvoluce masky a obrazu byla provedena pomocí příkazu 
conv2(obraz, maska,'same'), poslední parametr 'same' určuje velikost výsledné 
matice pro proběhnutí konvoluce. V tomto případě je výstupem matice stejné velikosti jako 
vstupní obraz. 
(a)               (b) 
 
   
 
Obrázek 21: Sobelova maska 
     (a) pro směr x    (b) pro směr y  
Dalším krokem bylo kvantování jasu v obrazu po provedení konvoluce. Jas byl kvantován 
pomoc příkazu grayslice, v kterém je možno určit na kolik vrstev bude daný obraz 
kvantován. Obraz je tak rozvrstven na 50 jasových vrstev, každému pixelu je přiřazeno číslo 
od 0-49 v závislosti na jeho jasu (0 – nejmenší jas, 49 - nejvyšší jas). Počet takto vzniklých 
vrstev je upraven v následujícím kroku, který u prvního obrazu 6 nejtmavších vrstev zanedbá.  
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S každým dalším obrazem počet zanedbaných vrstev stoupá z důvodu nižšího kontrastu 
snímku. Spodní vrstvy by pak mohli ovlivnit detekci hran objektů, které leží pod rovinou 
zájmu. Snímek po kvantování vypadá takto: 
 
 
 
Obrázek 22: Obraz po kvantování jasu 
Takto upravený obraz pokračuje do dalšího bloku zpracování obrazu a tím je určení vnějších 
hran objektů. Funkcí využitou pro tuto detekci je bwboundaries, ta je pro správnou 
funkčnost a efektivitu doplněna o tyto parametry bwboundaries(obraz, 8,'noholes'). 
Obraz je objekt, na kterém bude detekce provedena, číslo 8 určuje, z kolika směrů budou 
přijímány informace o okolí pixelu a kterým směrem bude hranice objektu vést, směry mohou 
být i 4 – vodorovný a svislý směr (Obrázek 23). Posledním vstupním parametrem je 
'noholes', ten zajišťuje hledání a detekci pouze vnějších hran objektu.  
 
    
 
Obrázek 23: Možnosti směru hrany  
Výstupem funkce ve tvaru [B,L,N]=bwboundaries(obraz,8,'noholes') je buňkové pole 
B, počet řádků v něm určuje počet detekovaných objektů, každý řádek nese informace o 
poloze detekovaného objektu. Obsah matice L, ta má rozměry vstupního obrazu, tvoří nuly a 
pak postupně přiřazená čísla od 1 až po počet detekovaných objektů na příslušných 
souřadnicích v obrazu. Posledním výstupním parametrem je hodnota N, která udává počet 
nalezených objektů.  
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 Každý takto nalezený objekt byl dále zkoumán prvním kriteriem, zda se jedná o 
objekt, který by mohl reprezentovat buňku, tím kriteriem byla velikost objektu. Vyřazení 
všech objektů, které měli rozlohu menší než        pixelů. Pokud nastala tato situace, s 
objektem nebylo dále pracováno a jeho rozměr přepsán na        Takto pevně stanovená 
hodnota je v případě kardiomyocytů, vzhledem k jejich velikosti, vhodná, protože nemá smysl 
navyšovat početní zatížení funkce s malými objekty. 
Objekt, jehož rozměry byly větší než dané kritérium, byly dále zpracovávány. Jak bylo 
zmíněno výše, jedním z rozhodujících faktorů je tvar buňky. Aby byl tvar získán, bylo nutné 
nejprve určit příkazem regionprops se vstupními parametry (L,'Area') počet pixelů oblastí 
vyznačených v matici L. Ta je podle obsahu postupně procházena a oblastem s nenulovou 
hodnotou je přiřazen počet pixelů vybrané oblasti 'Area'.  
Odhad okolí - hranice je vypočítán z rozdílů po sobě jdoucích souřadnic daného objektu, které 
představují jeho pravidelnost nebo naopak velké změny ve tvaru obvodu, ten je pak důležitý 
pro konečné určení jeho tvaru.  
 Tvar je hodnocen čísly v rozsahu   –   , čím více se blíží hodnota k nule, tím je tvar 
více podobný elipse, hodnoty bližší k jedné jsou kruhového tvaru. Tyto hodnoty jsou získány 
jednoduchým výpočtem metric_tvar = 4*pi*area/okoli_objektu^2.Okolí objektu 
jsou výše uvedené rozdíly souřadnic v detekované hraně, area je rozloha objektu. 
Ohodnocení tvaru a vykreslení hranic je na následujícím obrázku. 
 
 
 
Obrázek 24: Ohodnocení tvaru buněk 
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 Další výpočet se vztahoval k intenzitě fluorescence, která je v případě živých a 
životaschopných buněk vyšší, než u buněk mrtvých nebo s narušenou strukturou. Hodnoty 
byly opět zaznamenávány pro každý detekovaný útvar a na příslušných pixelech spočítán 
medián a průměr v celé ploše objektu.  
 Po těchto dílčích operacích byly tedy kromě detekovaných hranic získány další 4 
parametry – tvar objektu, jeho rozloha, průměr a medián fluorescenční složky. Každý z těchto 
parametrů byl vložen jako vstupní proměnná do určené funkce, která mu podle jeho hodnoty 
přiřadila tzv. koeficient životnosti, tedy číslo s jak vekou pravděpodobností patří objekt 
s danou vlastností mezi živé buňky. Všechny koeficienty životnosti tvaru, rozlohy, mediánu 
intenzity záření a průměru intenzity záření (koef_ziv_tvar, koef_ziv_area, 
koef_ziv_int, koef_ziv_pr) pak dají dohromady součet, který je rozhodující pro přiřazení 
objektu mezi živé nebo mrtvé buňky. Výslednou proměnou nazývající se stav, získáme 
tímto výpočtem:  
 
                                                                                            (2.2) 
 
Z uvedené rovnice 2.2 je patrné, že koeficienty parametrů mají různé váhy. Ty jsou určeny na 
základě důležitosti jednotlivých parametrů v rozhodovacím procesu. Rozsah hodnot 
koeficientů je od   –      , v závislosti na vstupní hodnotě parametru. Na Obrázek 25 jsou 
detekované objekty uvedeny s příslušnou hodnotou jejich stavu. 
 
 
 
Obrázek 25: Příslušné hodnoty stavu objektů 
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Posledním krokem je tedy na základě hodnoty stavu buněk určit, zda je buňka živá 
nebo mrtvá. Pokud by objekt patřil ve všech parametrech do kategorií s nejvyšším 
koeficientem životnosti, byla by jeho hodnota     . Naopak nejnižší hodnota stavu je      . 
Hraniční hodnotou zařazení buňky mezi živé je hodnota stavu     . Tato hodnota byla 
stanovena na základě testování na obrazech získaných během stimulačního procesu. 
Výsledným obrazem je snímek, na němž jsou podle programu vyznačeny živé (modře 
ohraničené) a mrtvé buňky (červeně ohraničené), počet živých i mrtvých buněk je pak 
zanesen do grafu.  
 
 
Obrázek 26: Výsledný obraz po detekci 
Během snímání je sledován i pokles intenzity fluorescenčního záření, ta v závislosti 
s časem klesá. Fluorescence je počítána na základě porovnání každého pixelu obrazu 
s prahovou hodnotou, tu tvoří nejnižší nezanedbaná vrstva v nakvantovaném obrazu. Ukázka 
možného průběhu poklesu fluorescence během 5 hodinového snímání je na Obrázek 27. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 27: Graf poklesu fluorescence 
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4.4.2 Uživatelské rozhraní pro zpracování obrazu 
Pro jednodušší přístup a zpracování získaných obrazů bylo vytvořeno 
v prostředí MATLAB uživatelské rozhraní. V něm je možné provést detekci objektů a jejich 
rozřazení mezi živé a mrtvé buňky, vidět změny v počtu buněk a pokles fluorescence. Lze ho 
také využít pouze pro prohlížení snímků bez jejich analýzy. Celkový vzhled a rozvržení je 
uvedeno na Obrázek 29. Program se spouští souborem zpracovani_obrazu.m 
 
Obrázek 29: Uživatelské rozhraní 
 Prvním úkonem je výběr formátu, v kterém jsou snímky určené pro zpracování. 
Vybrat je možné z formátu jpg nebo tif, v těchto formátech jsou data z fluorescenčního 
mikroskopu exportována. Následuje výběr složky, ve které se daná data nachází. V případě, 
že zde nebudou nalezeny žádné soubory odpovídající zadanému formátu, objeví se warning 
dialog a upozorní uživatele, že v dané složce se data v tomto formátu nevyskytují. Pokud 
složka správná data dle výběru formátu obsahuje, jsou všechny odpovídající soubory nahrány 
do struktury v programu pro další zpracování. V momentě načtení sekvence obrazů, se objeví 
v levé spodní části rozhraní umístění souboru pro lepší orientaci. 
Dalším krokem je zadání počtu snímků, které chce uživatel zpracovat. Je možné 
zpracovat a zobrazit všechny snímky, avšak velmi často se při dlouhodobých měření stává, že 
poslední snímky již nejsou tak kvalitní, nebo neposkytují žádné validní informace. Proto je 
zde možnost zadat požadavek na zpracování například pouze prvních 20 snímků. Tím se 
ušetří výpočetní čas, který roste s každým zpracovaným obrazem.  
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Údaj s názvem Celkový počet snímků na informačním panelu udává, kolik snímků z dané 
složky bylo zahrnuto do procesu zpracování. 
V případě, potřeby vidět pokles fluorescence a změny počtu buněk v čase a ne pouze 
podle pořadí snímků, může být zadán časový interval mezi jednotlivými snímky, který potom 
tvoří časovou osu pro oba grafy a spočítá celkový čas měření. Jedná se o nepovinný údaj, 
slouží pouze pro lepší orientaci vývoje scény. 
 
Obrázek 30: Panel pro nahrání snímků 
 
Obrázek 31: Informační panel 
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Po zadání těchto údajů je možné snímky zpracovat postupem popsaným v předchozí 
podkapitole. Po dokončení detekce se v oblasti vpravo objeví dva grafy. Vrchní je graf 
poklesu fluorescence, spodní graf informuje o počtu detekovaných živých a mrtvý buněk. 
Graf poklesu intenzity, stejně tak graf počtu buněk, může být zobrazen v časové závislosti, 
pokud uživatel zadá informace o časovém rozmezí mezi snímky, nebo podle pořadí snímku. 
 
Obrázek 32: Možnosti závislosti poklesu fluorescence 
Nyní je možné si vybrat data pro zobrazení. V průběhu zpracování byly vytvořeny databáze 
pro jednotlivé snímky podle jejich vlastností – sloučený snímek (světlé pole + fluorescenční), 
ve světlém poli, fluorescenční a po kvantování jasu. Pokud je pro zobrazení vybrán 
fluorescenční snímek, je možné pohybem slideru postupně prohlédnout všechny fluorescenční 
snímky vybrané pro zpracování z daného měření. Stejně tak to platí pro všechny ostatní typy 
snímků v nabídce popupmenu. V případě nahrání velkého počtu snímků, kdy pohyb sliderem 
začne být nepřesný, se zde nabízí varianta na vepsání čísla snímku, který nás zajímá, do pole 
pod hlavním obrazem. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 33: Zobrazení vybraných dat 
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 Ve zvoleném snímku pro zobrazení jednoduchým kliknutím na tlačítko zobrazit 
hranice vykreslíme hranice detekovaných objektů. Barvy hranic, stejně jako v předchozím 
popisu funkce, symbolizují, zda je buňka považována za živou nebo mrtvou. Červeně i modře 
ohraničené objekty jsou pak sečteny a výsledek je zobrazen v panelu s názvem počet buněk. 
 
Obrázek 34: Fluorescenční obraz se zobrazenými hranicemi 
 
Obrázek 35: Informace o počtu buněk ve vybraném snímku 
V případě potřeby změny jakéhokoliv parametru, není nutné program ukončit a spustit 
znovu. Po změně všech parametrů lze jednoduše pokračovat stisknutím tlačítka Zpracovat.  
Pro ukončení programu slouží tlačítko v pravém dolním rohu Ukončit program. Po 
jeho stisknutí je uživatel znovu dotázán na ukončení programu, pro případné nechtěné 
kliknutí. 
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5 Měření a výsledky 
5.1 Průběh testování 
V první fázi testování byly buňky vloženy do laboratorní misky a snímány pod 
konfokálním mikroskopem bez stimulace elektrickými impulsy. Měření za těchto podmínek 
proběhlo několikrát pro získání dostatečného množství údajů o změnách kardiomyocytů a 
poklesu fluorescence bez elektrických stimulů. V těchto počátečních fázích bylo nutné 
vyzkoušet a optimalizovat co nejvíce podmínky pro následné pokusy se stimulací.  
 
Jak bylo zmíněno výše, kromě živých buněk je možnost nabarvit i buňky mrtvé. Při 
prvním pokusu byl použit pro obarvení živých buněk Calcein, pro obarvení mrtvých Ethidium 
homodimer-1 (maximum excitačního spektra        / emisního spektra        podle 
katalogu, Invitrogen, viz příloha). Toto barvivo po prvním pokusu, vzhledem k jeho toxicitě 
pro ostatní buňky při dlouhodobé stimulaci, bylo pro další pokusy vyloučeno. Fluorescenční 
značení probíhalo pouze na buňkách živých obarvených Calceinem. Množství Calceinu je 
závislé na objemu buněk. Poměr je stanoven v rozmezí       –        . 
Dalším důležitým faktorem ovlivňující stav buněk je medium, v kterém se nachází. 
V první řadě pokusů byl používán Tyrode s označením 1, ten se na od Tyrodu 2 (standardní 
Tyrode roztok) liší velmi nízkou koncentrací vápenatých iontů     . Z informací uvedených 
v teoretickém úvodu je patrné, že přítomnost vápenatých iontů je velmi důležitá pro kontrakci 
svalových buněk. Během různých pokusů bylo dokázáno, že pokud je kardiomyocyt chován 
v mediu bez iontů     , tedy hodnota extracelulárního vápníku je rovna nule          , a 
je na něj aplikován nadraprahový stimul, ke kontrakci nedojde. Ani několikanásobně vyšší 
amplituda impulsu, nacházející se na hranici smrtelné hodnoty intenzity elektrického pole pro 
kardiomyocyt nebyla schopna vyvolat stah. Jediné k čemu stimulem došlo, byl nárůst 
intracelulárního vápníku, protože byla poškozena struktura sarkoplazmatického retikula a 
z něj se vápenaté ionty      vlily do cytoplazmy. [8] Všechny další měření tedy probíhaly 
v mediu, jehož hlavní složku tvořil standardní roztok Tyrodu. 
Množství Tyrodu bylo v prvních dvou měřeních stanoveno na       , toto množství však 
nebylo dostačující, docházelo k vysychání a tím k zahynutí buněk. Proto bylo v dalších 
měřeních použito více Tyrodu a jako pojistka byly do okolí konfokálního mikroskopu 
umístěny nádobky s vodou pro zvlhčení vzduchu. 
 Nezbytnou složkou kultivačního roztoku byla i ochrana před bakteriální kontaminací 
ve formě Streptomycinu. I ten byl přidáván do roztoku až s pozdějšími měřeními. Množství 
Streptomycinu je stanoveno na       v poměru k celkovému objemu roztoku.  
Kompletní složení všech roztoků, které byly během pokusů vyzkoušeny, je uvedeno 
v tabulce 1.  
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Tabulka 1: Složení roztoků jednotlivých měření 
 
 Nižší množství buněk i Tyrodu u poslední skupiny měření – stimulované buňky, je 
z důvodu mnohonásobně menší misky, ve které byly buňky během měření umístěny.  
Po obarvení buněk, přidání Tyrodu a antibiotik byl takto připravený roztok pipetován 
do stimulační misky. Při měření, kdy nebyla použita stimulace, byly vzorky vloženy do 
klasické kulaté laboratorní misky a umístěny pod mikroskop. V případě stimulačních měření 
byla pro snímání využita 4komůrková miska, která nabízí možnost snímání stimulace 
elektrickými stimuly se čtyřmi různými frekvencemi. 
 
Obrázek 36: Náčrt stimulační misky[22] 
 Ideální umístění elektrod podél delší stěny misky nebylo vzhledem k jejím rozměrům 
(uvedených v podkapitole Stimulační proces (4.3.2)) umožněno a tak bylo vymyšleno 
náhradní řešení, kterým bylo umístění elektrod svisle podél stěny misky (Obrázek 15:  Umístění 
elektrod ve stimulační misce). Pro takový způsob umístění elektrod bylo nutné vyrobit víčko, do 
kterého lze zasadit elektrody. To bylo nakonec realizováno pomocí dvou vystřižených 
rámečků z tvrdého papíru a pevné průhledné folie, která byla vložena mezi ně. V takto 
vzniklém pevném průhledném víčku byly vytvořeny díry pro elektrody. Další problém vznikl 
při umístění elektrod, ty vzhledem k připojení k drátům vedoucí ke stimulátoru, jež mají 
poměrně silnou vůli, neustále nadzvedávali víčko a dělali tak celou misku se vzorkem velmi 
nestabilní.  
50 
 
Pro zajištění pevnějšího přichycení elektrod k misce, byl z polystyrenu vyřezán rámeček 
přesně padnoucí na obvod misky, na jeho vrch byl připevněn rámeček s folií.  
Tím se vždy celý set s elektrodami přesně zaklesl na stimulační misku a ta tak nebyla 
ohrožena vlivem drátů, ani pohybem konfokálního mikroskopu při snímání jednotlivých 
misek.  
 
 
 
Obrázek 37: Miska s elektrodami při snímání 
 
Do každé z části misky byl přiváděn proudový impuls stejné amplitudy, doby trvání, pouze 
s jinou frekvencí. Sestavený stimulátor realizovaný na nepájivém poli (Obrázek 44: Sestrojený 
stimulátor na nepájivém poli v obrázkové příloze) byl pro lepší orientaci pro každou frekvenci 
odlišen barevnými dráty.  
 Modrý obvod            
 Oranžový obvod          
 Žlutý obvod           
 Zelený obvod             (k misce veden růžovým drátem) 
Stimulace za těchto probíhala zejména 18 – 24 hodin, při teplotě 21°C, která byly nastavena 
na termostatu. 
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5.2 Výsledky 
Pro zpracování nasnímaných obrazů byl využit především výše popsaný program 
vytvořený v prostředí MATLAB. Výstupem zpracování obrazu byl počet živých a mrtvých 
buněk, graf poklesu fluorescence a vykreslení hranic objektů do vstupního obrazu. 
Vzhledem k velkému množství dat získaných z analýzy všech měření, je zde pouze nástin 
tabulky s výsledky, kompletní tabulka je umístěna na přiloženém CD. Údaje v tabulce jsou 
exportované z analýzy obrazu v MATLABu a uloženy v Excelu. Mohou tak sloužit, pokud 
není potřeba provést znovu celou analýzu, pro rychlejší a snadnější přístup k údajům jako je 
pokles fluorescence a počet buněk, nebo k jejich vizualizaci. 
 
 
 
Obrázek 38: Ukázka tabulky výsledků 
Celkem bylo provedeno 15 měření, z toho 4 měření proběhly s elektrickou stimulací. 
Prvních 5 měření bylo z větší části optimalizačních, přítomností malého množství Tyrodu a 
nepřítomností Streptomycinu docházelo k poměrně rychlému úmrtí buněk, které bylo 
způsobeno například vyschnutím, nebo nedostatkem vápenatých iontů. Dopad nepříznivých 
podmínek na buněčnou kulturu kardiomyocytů bez antibiotik a v roztoku Tyrodu 1 po 21 
hodinách je uveden na následujícím obrázku. 
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Obrázek 39: Ukázka buněčné kultury po 21 hodinách v nevhodných podmínkách 
Příklad průběhu změny v počtu buněk v závislosti na čase bez vnějšího zásahu, kromě 
běžné manipulace s buňkami, a s podmínkami příznivými pro jejich život je uveden na dalším 
obrázku, stejně tak pokles fluorescence při daném měření. 
 
Obrázek 40: Počet buněk v závislosti na čase – 20 hodin bez stimulace 
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Obrázek 41: Pokles fluorescence – 20 hodin bez stimulace 
Kombinace těchto dvou grafů přináší informace nejen o počtu buněk a síle intenzity 
fluorescence, ale celkově o rychlosti změn v průběhu procesu. Hodnoty vynesené v grafu jsou 
získány z vytvořeného programu. Průběhy obou křivek představující počet buněk (živých i 
mrtvých) jsou až na malé výkyvy klesající. U živých buněk je snížení počtu pochopitelné 
vzhledem k jejich úmrtnosti. Zvýšení počtu živých buněk v grafu bohužel neznamená nutně 
zvýšení počtu živých buněk v mediu. Tento výkyv může být například způsoben oddělením 
živé buňky od překrývajících se buněk, tedy v místě kde v předchozím snímku nemohla být 
detekována. V ideálním případě by nárůst počtu živých buněk, zejména v počátku stimulace, 
znamenal znovuobnovení kontraktilní funkce buňky a jistou regeneraci tak, aby byla buňka 
schopna proměnit Calcein ve fluorescenční formu. Pokles u mrtvých buněk zapříčiňuje jejich 
postupné zmenšení až na hranici velikosti, kterou je program schopen detekovat. Vývoj 
snímaní scény v čase však tyto křivky reprezentují dostatečně. 
 Jak je možné vidět i v dalších grafech v příloze (Obrázek 47, Obrázek 48), počet 
živých buněk není na počátku měření vysoký. Je to způsobeno izolací a následnou přepravou 
buněk, při kterém dochází k jejich poškození. 
Grafy na následující stránce znázorňují průběh změny v počtu živých buněk při 
aplikaci elektrických stimulů. 
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Obrázek 42: Počet buněk v závislosti na čase – 6,5 hodinová stimulace 
 
Z grafu na obrázku 42 lze vyčíst zrychlený pokles počtu živých buněk. Chybí čtvrtá 
stimulační frekvence 5 Hz, vzorek v části stimulační misky s elektrodami této frekvence byl 
po pár minutách od zahájení stimulace nepoužitelný. Na snímcích těchto vzorků byly od 
počátku stimulace vidět nečistoty v mediu, to zřejmě ovlivnilo celý průběh stimulačního 
procesu. Graf tedy lépe demonstruje citlivost buněk na znečištění, než vliv elektrostimulace.  
 
 
Obrázek 43: Počet buněk v závislosti na čase – 16,5 hodinová stimulace 
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Výsledky dalšího stimulačního pokusu jsou vyneseny na obrázku 43. Oproti hodnotám 
získaných ve výše uvedeném grafu (obrázek 42) je zde viditelné prodloužení doby života 
stimulovaných kardiomyocytů. Zejména pak na průběhu křivek odpovídající frekvenci 2 Hz 
(oranžová křivka) a 5 Hz (modrá křivka). Vzhledem k tomu, že se jedná o buňky z potkanů, 
kteří mají tep v rozmezí 340 – 450 tepů za minutu, dalo se očekávat, že stimulace vyššími 
frekvencemi bude vhodnější a bude mít lepší výsledky. 
 Ostatní měření se výsledkem pohybovala pod úrovní měření na Obrázek 43, na něm 
stimulace dosáhla nejlepších výsledků a byla tak na stejné úrovni s pokusy bez stimulace. 
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5.3 Diskuze  
Kompletní výsledky všech měření, včetně těch nekomentovaných v této práci, jsou 
zaneseny do tabulky s názvem Kompletni_vysledky vytvořené importem výsledných dat 
vytvořeného programu pro analýzu obrazu z MATLABu do Excelu.  
 
Stimulační metoda, zejména její parametry, byla navržena na základě odborné literatury, 
ale výrazně lepších výsledků při pokusu prodloužit život izolovaných kardiomyocytů nebylo 
dosaženo. To je patrné při srovnání grafů na Obrázek 41 a Obrázek 43, kde je v obou 
případech po 500 minutách (okolo 8 hodin) více než polovina počtu buněk detekovaných 
v prvním snímku mrtvých. Ani další pokusy stimulace nedopadly lépe. Tvrzení, že stimulace 
elektrickými impulsy je pro život kadriomyocytů prospěšná, je již dlouhou dobu dokázáno, 
alespoň z hlediska srdce jako celistvého orgánu. Při stimulaci izolovaných srdečních buněk je 
nutné dodržet jisté zásady, aby nebyl proces stimulace znemožněn ještě dříve, než začal. Jak 
bude popsáno v následujícím textu, je zde mnoho faktorů, které dokážou ovlivnit stimulaci. 
Pro většinu z nich lze nalézt řešení a příště tak dosáhnut lepších výsledků. 
 Kardiomycyty jsou, jako každá buněčná kultura, velmi citlivé na změny teploty, 
prostředí nebo otřesy, které je mohou poškodit. Jak bylo uvedeno výše v textu a zobrazeno 
v příslušných grafech, při počátku stimulace nejsou již všechny kardionyocyty živé. Samotná 
izolace je poměrně náročný proces a desítky procent srdečních myocytů při něm zahynou. 
Následná cesta, trvající někdy až 45 minut (Bohunice MU-VUT Brno) s nestabilní teplotou, 
nesterilním prostředím a otřesy je další poměrně závažný faktor, který ovlivňuje buněčnou 
viabilitu. Manipulace s buňkami v prostorách laboratoře, bez dostatečného čistého (nejlépe 
sterilního) zázemí je také rizikovým faktorem. Pro eliminaci nákazy, která mohla být během 
manipulace s buňkami získána, je do roztoku přidáno antibiotikum Streptomycin. Přítomnost 
antibiotika však nevylučuje napadení viry či mykoplasmaty. Řešením, které by omezilo 
všechny tyto rizika, je mít možnost stimulovat buňky ihned po izolaci, bez převozu a ve 
sterilním prostředí.  
  Izolované buňky levé srdeční komory jsou po převozu, obarveny a ošetřeny 
antibiotiky a uloženy v kultivačním roztoku společně s elektrodami pod mikroskop, kde 
probíhá snímání obrazu. Problém však nastává již s první odumřelou buňkou, která se nachází 
v roztoku s ostatními dosud živými buňkami. Po buněčné smrti následuje narušení buněčné 
struktury a uvolnění rozkladových enzymů do kultivačního media. Čím vyšší je počet 
mrtvých kardiomyocytů mezi živými, tím více je ovlivňují. Často využívané řešení je v tomto 
případě umístění buněk do laboratorní misky, z které je pomalu odváděno staré medium a 
doplňováno kontinuálně nové. Tím se odplaví rozkladové enzymy, případně i další nečistoty, 
které se v mezi buňkami mohou nacházet.  
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Stejně tak je kontinuálně měnící se medium užívané pro snížení teploty roztoku. 
Elektrodami vyslaný impuls část svoji energie proměňuje v teplo, které může být pro jisté 
reakce vhodné, ale zvyšuje se jím výpar a buňky se zahřívají na vyšší teplotu, než by bylo 
žádoucí. 
V neposlední řadě má na úspěšné vyvolání stimulu vliv i vzájemná poloha elektrického 
pole a buňky. Pokud působí pole podélně, uvažováno k delší straně buňky, stačí až o 3 V/cm 
menší intenzita elektrického pole pro vyvolání stahu, než při působení transverzálně (příčně). 
Buňky orientovaní podélně k elektrickému poli jsou citlivější, než ty orientované k němu 
kolmo. Z tohoto důvodu některé buňky nemusí reagovat na stimulační impuls.[5],[8]  
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6 Závěr 
 
Cílem této práce bylo navrhnout metodu a realizovat zařízení pro stimulaci 
kardiomyocytů elektrickými impulsy. Po vytvoření elektrostimulačního zařízení pak aplikovat 
jeho účinky na buněčnou kulturu. 
V úvodu této práce byla shrnuta elektrofyziologie srdce a srdečních buněk. Byl uveden 
funkční rozdíl mezi buňkami pracovního myokardu a buňkami převodního systému, stejně tak 
i rozdíl mezi průběhy jejich akčního potenciálu. Pochopení rozlišné funkce, kterou plní, je 
potřebné pro postup při návrhu elektrostimulační metody, kterou se zabývala praktická část.  
  Ta spočívá ve stimulaci kardiomyocytů elektrickými impulsy. Izolované buňky levé 
srdeční komory jsou vystaveny působení elektrického pole, které má vyvolat jejich stah. 
Navržené a vytvořené elektrostimulační zařízení se skládá ze zdroje napětí, generátoru pulsů 
sestaveném na nepájivém poli, které je schopné generovat 4 různé frekvence proudových 
stimulů, setu grafitových elektrod, které jsou pro své vlastnosti vhodnou volbou pro 
dlouhodobou stimulaci v živé kultuře, stimulační misky a izolovaných buněk určených pro 
stimulaci. 
  Pro získání informací o průběhu a vlivu elektrostimulace, je stimulovaný vzorek 
umístěn pod konfokální mikroskop, který může celý vývoj scény dlouhodobě snímat. 
Stimulace probíhal za teploty 21°C (± 1,5°C). Kromě možnosti dlouhodobého sběru dat, 
snímků ve vysokém rozlišení a snímání více stimulačních misek najednou, poskytuje 
konfokální mikroskop možnost použít fluorescenční barvivo. Pro označení žijících buněk bylo 
vybráno barvivo Calein.  
  Pro takto získaná obrazová data byl vytvořen program v prostředí MATLAB 
s uživatelským prostředím, který nabízí možnost analýzy obrazu za účelem detekce buněk. 
Výstupem jsou grafy počtu buněk v závislosti na čase, případně graf poklesu fluorescence a 
obraz, v které jsou vykresleny hranice buněk příslušnou barvou (modrá – živé buňky, červené 
– mrtvé buňky). Program lze použít i pouze jako prohlížeč získaných snímků.  
Celá tato na sebe navazující sestava byla navržena a vytvořena za účelem prodloužit 
viabilitu stimulovaných srdečních buněk. Takového výsledku však nebylo dosaženo, zejména 
kvůli náročnosti na čisté prostředí a manipulaci s živou kulturou. Po eliminaci těchto 
nežádoucích faktorů a minimalizaci ostatních rizik by měla být elektrostimulace pro 
prodloužení života kardiomyocytů vhodná a účinná. 
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Seznam zkratek 
 
CNS  centrální nervová soustava 
SA   sinoatriální 
AV  atrioventrikulární 
DHPR  dyhydropyridinové receptory 
RYR  ryanodinové receptory 
BSA  bovine serum albumin (hovězí sérový albumin) 
EGTA  etylen glykol tetraadetic acid 
HEPES  N-2-hydroxyethylpiperazine-ethan-sulfanová kyselina 
jpg  Joint Photographic Experts Group 
tif  Tagged Image File Format 
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Příloha 
 
A – Obrázková příloha 
 
Obrázek 44: Sestrojený stimulátor na nepájivém poli 
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Obrázek 45: Konfokální mikroskop s generátorem pulsů a zdrojem napětí 
 
 
 
 
Obrázek 46: Excitační a emisní spektrum Ethidium homodimeru-1[21] 
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Obrázek 47: Počet buněk v závislosti na čase (18 hod, bez stimulace) 
 
 
Obrázek 48: Počet buněk v závislosti na čase (16,5 hodiny, bez stimulace) 
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B – obsah přiloženého CD 
Přiložené CD obsahuje: program zpracovani_obrazu.m 
    -k němu příslušející funkce:  nacteni_snimku.m 
        uprava_obrazu1.m 
        tvar.m 
         area_fce.m 
         med_fce.m 
         mean_fce.m 
    tabulku Kompletni_vysledky.xlsx 
 
